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要約：グルタチオン S-転移酵素（GST）はミクロソーム酸化酵素であるチトクローム P450 と並んで生物体
に広く存在する抱合酵素である。これは生体内で生合成や薬物の代謝分解に於いて重要な役割を演じている。
α，μ，π，σ クラス GST では，チロシンがグルタチオン（GSH）のプロトンを引き抜き，GSH 抱合体を形
成する。一方，昆虫の θ，δ，ε クラス GST では，セリンが近傍のペプチド結合のカルボニル基と相俟って，
GSH からプロトンを引き抜き，GSH 抱合体を形成する。植物や大腸菌の GST は昆虫と同じセリンのシス









































































はない。GST に関する論文はこの 30 年間に約 48000 報余
り，動植物，微生物等生物種と係わって GST を扱った論
文を検索すると，動植物 GST でそれぞれ 700 報ほど，微生
物 GST で 120 報，魚 GST で 400 報余り，昆虫 GST で 500
報ほど，鳥 GST で 20 報ほどで，生物種と GST の概念が
少なくともどこかに入っている論文を検索するとこの 5～
10 倍の論文数が見つかる。10 年単位で GST に係わる論文
を検索すると，1981-1990 年には 4400 報，1991-2000 年に
はその 3.6 倍強，2001-2012 年には 6.2 倍強の論文数が検索
されてくる。昆虫との係わりで絞って概観すると，1981-
1990 年には 53 報，1991-2000 年には 140 報，2001-2012 年
には 282 報あり，2009 年から 3 年間では 86 報，2011 年だ
けを見ると 42 報と，加速度的に論文数が増加しているこ








リックな GST のみを取り上げる。GST は一次構造の相同
性と基質特異性を基にアルファ（alpha, α），ミュ （ーmu, μ），
パイ（pi, π），シータ（theta, θ）のように分類する。これまで
研究がよく進められてきたのは高等動物由来の α, μ, πGST
で，θGST の研究も裾が広い。Prade, L. et al.（1997）1） は




剤の開発に利用できることを示唆した。Sheehan, D. et al. 
（2001）2） も細菌，カビ，植物，昆虫，のような非温血生物
の GST の分類を概観している。又，Mannervik, B. et al. 
（2005）3） はラットやマウスの GST をヒト酵素と同様に分
類した。Mohsenzadeh, Sasan et al.（2011）4） は植物由来の
GST の分類と構造を進化の面から 8 クラス，即ち π, T, ζ, θ, 
λ, dehydroascorbate reductase, tetrachlorohydroquinone 




ところ，論文の多くは α, θ, δ, ε クラスの研究で，高等動物
を中心に報告が多くある α, μ, π クラスでは少なくクラスΩ, 
ζ で同程度であった。DDT やピレスロイド剤に対する抵抗
性発現に係わる δ, ε クラスの GST に関する論文が多かっ
た。イエバエや蚊の双翅目昆虫類では，6 種類の GST, θ, δ, 
ε, σ, Ω, ζ クラスが見つかっている。微生物の GST につい
ても研究が盛んで幅広く行われている。このように，GST





いる。クラスは alpha, mu, pi 等．のように Greek letters で，
短縮する時は A, M, P 等．のように Roman capitals で表記
し，クラスメンバーは構成するサブユニットの構造と組み
合わせをアラビア数字で区別して表記する。例えばGSTA1-1








　GST は 2 つのドメインをもつサブユニットをホモある
いは極めて構造がよく似たヘテロで構成された 2 量体であ









　Pauling, L. と Corey, R.B.（1951）5） は，ペプチド結合の二
次構造を X 線結晶解析により次のように明らかにした。
ペプチド結合は，図 1 に示すように，N 原子の孤立電子対
が CO 基と共鳴するため C-N 結合に二重結合性をもつ。
そのため 2 つの sp3C（Cα）原子とその間にある C, O, N, H
の 4 原子は一つの平面上に乗る。この Cα が他の 5 原子と













　GST 分子の活性部位を一般化した模式図で図 2 に示す。
酵素表面に結合した GSH の下には GSH を活性化するアミ


























































立ち上げ，反応部位であるセリン側鎖 sp3C 原子，GSH の
Cys 部の sp3C 原子に結合する OH 基，SH 基を，図 4 に示
すようにそれぞれ他の 2 つの H 原子と入れ替えた 3 つの
配座構造の組み合わせにより 9 通りの立体構造を作製し
た。これらを初期構造として MM による極小化を図った。
一つの極小値は 2 つのエネルギー障壁間に必ず 1 つ求めら
れるので，この 9 通りの極小化を計算することは GST タ














　GST による GSH 抱合は 2 つのステップで進み，一つは




　GSH は一次構造の N 末端から 50～60 番目辺りのアミノ
酸残基により形成される三次構造に於ける固有の湾曲部突
端②に保持される（図 2）。この残基は活性部位のタンパ
ク表面にあって，その主鎖の CO 基と NH2 基が GSH の
Cys 部の NH2 基と CO 基と水素結合して GSH を保持して
いる。
　⑵　GSアニオンの形成
　GSH は pKa が約 9 で有機化学的にはプロトンを容易に
解離することはない。GST に於いて初めてこの反応を生














内側空間に N 末端近くから直立して突き出させ，SH 基の
プロトンを直接引き抜いてオキソニウムイオンにする中で
GS アニオンを形成する（図 5）。
　哺乳動物由来の α, μ, π クラス GST やヤリイカのような
σ クラス GST に共通して見られるメカニズムである。ヒ
ト πGST の Tyr7 の側鎖 OH 基の化学修飾による CDNB
活性の低下や，部位特異的変異法による Tyr のフェニルア
ラニン（Phe）置換変異種の CDNB 活性やエタクリン酸
GST 阻害活性の低下，GSH 複合体の pka の変化等により
証明12, 13） されている。図 5 は Prade, L. et al.（1997）のヒト
胎盤 πGST（PDB ID：1AQW）の X 線結晶解析データを分
子モデリングしたものである。GSH はロイシン 52（Leu52）














は，保持される GSH の SH 基の下近傍にあるセリン（Ser）
である。N 末端から最初のへリックス構造に至る手前，湾
曲部①以後のポリペプチド鎖上に乗っている。哺乳動物や
昆虫の θ クラス GST はこのメカニズムにより GSH が活性
化される。昆虫等がもつ δ や ε クラスの GST もこの Ser が
原動力である。植物や大腸菌にも相当する Ser が一次構造
上に同様に認め得るが，三次構造的見地から疑義が残る。
次項Cで解説する。話を戻すと θ クラスの GST にも一次
構造上で α, μ, π クラスと同様に N 末端近くに Tyr 残基を
有するが，三次構造に立ち上げて観察すると側鎖はポリペ
プチド鎖を挟んで GSH の SH 基とは丁度反対の方向に向い
ており，一見するだけで GSH のプロトンを引き抜けない
ことが分かる。これとは逆に原動力となる Ser の側鎖は N
図 4　部分構造の最適化のための初期構造


















CO 残基から 3 つ後に位置するという，活性化に必須の共
通構造が大腸菌を除くいずれの GST にも見事に内包され
ていることが窺える。著者らはこのタイプの活性化メカニ
ズムをイエバエ GST の分子種 6A，6B に於いて明らかに
した。その概要を図 7 に示す16）。ペプチド結合は，図 1 に








結合と Ser の OH 基をオキソニウムイオンに改変した構造
（図 7）を組み込み，酵素反応時の立体配座を網羅する中
で MM 計算した。分子種 6A に於ける結果を表 2 に示す。






レルにあることから，Ser による GSH の活性化のメカニ
ズムを図 7 の如く明らかにした。
　⒞　植物，大腸菌での活性化機構
　植物や大腸菌の GST も一次構造上は昆虫と同様に Tyr
残基が N 末端に保存されている。三次構造に立ち上げる




れる内側空間に Ser の OH 基がきている。これがアルコー
ル性の OH 基で単独では GSH のプロトンを引き抜くこと
ができないのは昆虫の場合と同様である。
図 7　セリンによる GSH の活性化メカニズム
表 1　GST に於ける GSH の活性化に係わるアミノ酸残基
図 6　セリンによる GSH の活性化
表 2　イエバエ GST6A に於ける GSH 活性化機構
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　植物の場合は，該当する Ser は昆虫の GST 以上に GSH
から距離が離れているとされ17），部位特異的変異法による
試験もなく不確かなまま残されていたが，著者らは前述の
イエバエ GST に於ける GSH の活性化機構が植物にも当て
はまる可能性を見出した（未発表）。例えば，Dixon, D.P. 
et al.（2003）18）による Rice GST1（PDB ID：10YJ）の X
線結晶解析データを分子モデリングすると，図 8 に示すよ
うに，GSH は GST が共通にもつ GSH 保持部位の湾曲部
突端②にあるイソロイシン 56（Ile56）に水素結合し，SH
基を Ser15 の OH 基の上に被さるように保持された。しか





ないように見えた（表 1）。イエバエ GST の研究に倣って，
考えられる 9 通りの基本構造の幾つかの Phe12 と Trp13
間のペプチド結合をエノール型構造に，併せて SerOH 基
をオキソニウムイオンに，GSH を GS アニオンに構造を一
度に改変し，MM により安定化を図って，O＋H2 の H 原子








さ せ た。Reinemer, P. et al.（1996）に よ る Arabidopsis 
thaliana の GST（PDB ID：1GNW）のヒスチジン 8（His8）
とプロリン 9（Pro9）間のペプチド結合から Ser11 へのポ
リペプチド鎖の立体配座を始め，同じような多くの事例が
X 線結晶解析データから認められ，表 1 に示したように植
物でも Ser が GSH のプロトンを引き抜いているのではな
いかと窺い知ることができた。








又，Nishida, M. et al.（1998）20） による大腸菌 k-12GST（PDB 
ID：1AOF）の X 線結晶解析データを分子モデリングし，
イエバエ GST の研究に倣っていくつかの基本構造を MM
計算により安定化して得た GSH の活性化時の立体配座の
模式図を図 9 に示す。O＋H2 と
－SG の原子間距離が水素結







　θ, δ, ε クラス GST に見られる Ser による GSH の活性化
では，GSH のプロトン解離には Ser の OH 基の H 原子と
近傍のペプチド結合 CO 基の O 原子間の水素結合の強さ
が影響を与えている。これは有機リン殺虫剤プロチオホス
オキソン S-オキシドの抵抗性八千代系統イエバエ由来の
GST6B（野生種）とその変異種Ile9Leu, Ile9Phe, Phe37Met, 
Phe120Leu, Phe121Leu の 5 種による GSH 抱合反応（反応
式 1）でのフェニルホスフェート（PP）の生成量と，これ
ら 6 種の分子種の分子モデリングにおける Ser12 の OH 基
の H 原子とペプチド結合 Ile9CO 基の O 原子との原子間
距離の相関（表 3）16） から明らかになった。Ile9 を Leu に替
図 8　イネ GST（PDB ID：10YJ）に於ける GSH の活性化
図 9　大腸菌 GST（PDB ID：1AOF）に於ける GSH の活性化
反応式 1：プロチオホスオキソンの GST6B による酸化的 GSH 抱合反応
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距離は 1Å以上と大きく変化し Ile9 は野生種のままなのに
PP の生成が認められなかった。このことは水素結合の強
さが大きく影響していることを示唆している。Phe120, 























の反応を進める GST を逆に阻害24-28） する。またこの抱合
反応はロイコトリエン C4 の生合成29） や植物色素の GSH
抱合体の液泡への輸送30） にも利用されている。GST は肝
臓では可溶性タンパク質の約 10％を占める。また一部は























　⒜　必須残基が C 末端側ドメインの 101～120 辺りの残基
　 i ）　μ, π, σ クラス GST
　ヒト πGSTP1-1 の CDNB やエタクリン酸の GSH 抱合体
の X 線結晶構造（PDB ID：18GS, 11GS）35, 36） を分子モデリ
ングで GSH と比較すると，GSH は Leu52 に水素結合して
表 3　Ser12OH 基の H 原子と Leu9CO 基の O 原子との原子間距離と酸化的
GSH 抱合反応に於けるフェニルホスフェートの生成量
図 10　CDNB とエタクリン酸の GSH 抱合体
254 宮本
保持されているのに対して，CDNB あるいはエタクリン
酸の GSH 抱合体は図 10 に示すようにそれぞれの芳香環を
Tyr108 の芳香環と比較的近接な位置で平行に保って保持




Tyr7 で活性化された GSH と置換あるいは付加反応をさ
せ，それぞれの抱合体を形成させていることが窺い知れる。
　ブタ πGSTP1-1 の 2GSR（PDB ID）37） でも GSH は Leu50
に保持され Tyr7 で活性化される一方，リガンドは Tyr106
に保持されて抱合体が形成されていることが予測される。
μGST の 6GST（PDB ID）でも GSH は Leu59 に保持され
Tyr6 により活性化されると共にリガンドは Tyr115 で保
持されるようである。ヤリイカ σGST の 1GSQ（PDB ID）38）
では Met50 が GSH を保持し Tyr7 で活性化された GSH
が Phe106 で保持されたリガンドを取り込み抱合化してい
ることが分かる。造血器型プロスタグランジン D 合成酵
素（PDB ID：3EE2）39） も σGST の一つであり，同様の保
持を分子モデリングから見ることができる。このように μ, 
π, σ クラスの GST では C 末端側ドメインの残基 101～120
辺りの芳香族アミノ酸残基が必須残基として多く用いられ
ている。
　ii）　θ, δ, ε クラス GST
　GST は昆虫の殺虫剤抵抗性にこれまで重要な役割を演じ




性系統では，8 クラス中 5 クラスの GST に過剰発現が見
い出され，ε クラスの AgGSTe2 は同蚊がもつ δ クラスの
AgGST1-6 に比べて約 350 倍の活性があり，抵抗性発現を
生む最も重要な GST であると考えられている。
　Wang, Y. et al.（2008）40） はこの特異な AgGSTe2 による
DDT の解毒活性が高い秘密は N 末端側ドメインの H4 へ
リックスにある Phe108，Arg112，Glu116，Phe120 残基に
あり，活性の弱い AgGSTd1-6（Tyr105，Ala109，Tyr113，
Phe117）と比べた構造的証拠を X 線結晶解析（PDB ID：
2IL3，2IMI，2IMK, 1PN9）から提起している。両酵素の活
性発現の違いをこれからだけでは満足いく説明はできない




かもしれない。ヒト θGST も Ag dirus の δGST41） と同じ
フォールディングをもつようである。
　また，著者らのイエバエ GST6B の Phe108，Arg113，
Thr116，Phe121 の 4 残基が今述べてきた AgGSTe2 の 4
残基に一次構造上で相当する。しかし，残基側鎖の立体配
座から観察すると，6B の Arg113 は 90 度近く遅れて，
Phe120 は 90 度近く早く，他の Phe108，Thr116，Phe121
に比べ GS アニオンに向く配座をとっていることが窺え
る。CDNB 活性に於いて Arg113 は必須残基ではなく，
Phe108 は必須残基であることが別途部位特異的変異法か
ら実証9b） された。一方，本節⒟項で詳細に述べるが，ヒ
ト πGST の 11GS の Ile107，Tyr108 と同じ役割をもつ残




　Prade, L. et al.（1997）はヒト胎盤から 5 種の α, μ, π, σ, 








　ii）　Murine の αGSTA1-1，2-2 における Arg216，Phe221
の側鎖立体配座42, 43）
　前項（b）で述べたように，1F3A は αGSTA1-1 に GSH が
保持された結晶構造で，1F3B はこれに発癌性代謝物が作
用して GSH 抱合体を形成した結晶構造である。1F3B の
基として，イエバエ 6B では Phe120，Phe121 が，6A で

















ウス）の αGSTA1-1 と αGSTA2-2 はこの発癌性代謝物の
GSH 抱合に対して高い触媒能力をもつ。両者のアミノ酸
残基は 10 残基しか違わないが，αGSTA1-1 の触媒能力は
αGSTA2-2 に比較して 3 倍以上高い。Gu, Y. et al.（2000）
は murine の αGSTA1-1 の GSH 複合体と，この発癌性代
謝物の GSH 抱合体との複合体（PDB ID：1F3A, 1F3B）の
結晶構造を解析し42），又，2003 年には murine の αGSTA2-2








とが窺える。図 12 に 1F3A（a），1F3B（b），1ML6（c）の
立体配座を示す。
　図 a のように GSH は Val54 に保持されている。発癌性
代謝物の GSH 抱合体の芳香環は図 b では Arg216 のグア
ニジル基と平行に位置し，図 c では Phe221 の芳香環と平
行に位置して，共にその GSH 部は Val54 に水素結合して
いる。これらから発癌性代謝物は αGSTA1-1 では Arg216
が，αGSTA2-2 では Phe221 が認識し GS アニオンに抱合
されるものと考えられる。Phe219 は 3 つの結晶構造共に
同じ立体配座を示すことから認識には係わっていないこと
が想像され，また Arg216 は図 a，図 c で同じ立体配座を
もち，図 b のみ多環芳香環に作用する様が見て取れる。
Grahn, e. et al.（2006）が発表したヒト αGST1-1 の結晶構造
（PDB ID：1PKW）44） を 2 つの murine の酵素と比較したと
ころ，GSH の活性化については 3 酵素とも同じメカニズ
ムであるが，リガンドの必須残基についてはヒト αGST1-1
は murine の αGSTA2-2 と同じで，この発癌性代謝物の
GSH 抱合を最も効率よく担うのが murine の αGSTA1-1 で
あることとよく符合している。
図 12　ベンゾ［a］ピレンの発癌性代謝物の GSH 抱合体
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Arg216 の側鎖グアニジル基は発癌性代謝物の GSH 抱合
体の芳香環と平行な配座に変化し，Phe219 はその配座に
変化は見られない。一方，1ML6 は αGSTA2-2 に発癌性代
謝物の GSH 抱合体が形成された時の結晶構造で，その芳
香環は Phe221 の芳香環と平行な配座をとっている。この
時，Arg216 の側鎖は 1F3A の抱合反応前の Arg216 の配
座と同じである。これらのことから，発癌性代謝物を保持
する必須残基は，αGSTA1-1 では Arg216 で，αGSTA2-2









AgGSTe2 に対して既存の DDT 類縁体を中心に殺虫試験
をし，解毒が抑えられる薬剤のスクリーニングをagGST1-6
と比較しながら行うことが先ず考えられる。










脱エチル化し活性化できるのは GSTB のみである。6A と
6B の構造のどこが異なるから GST6B だけが S-オキシド
の GSH 抱合を進め脱エチル化できるのか。答は図 14 に示
すように 6B，6A 両分子種の Phe121 の側鎖ベンジル基の
芳香環の向きの違い，立体配座の違いであった。図 14 は R
系イエバエ GST6B あるいは 6A とヒト πGST11GS の活性
部位の立体配座を比較したものである。図 a は R 系 6B の
Phe120，Phe121 とヒト 11GS の Ile107，Tyr108 のペプチ
ド結合 5 原子同士を重ね合わせたもの，図 b は R 系 6A
の Leu120，Phe121 と ヒ ト 11GS の Ile107，Tyr108 の ペ







トやマウスに対する急性毒性はそれぞれ LD50 値で 925 
mg/kg, 940 mg/kg で，毒性の区分は普通物である。この
答えも図 14 にあった。ヒト πGST（PDB ID：11GS）を解析
すると，イエバエ 6B（又は 6A）の Phe120（又は Leu120），
Phe121 に相当する残基は Ile107，Tyr108 で，Tyr108 の







































イエバエ（GST6A，6B が多い個体，表 4 右側）はダイア
ジノンが効かなくなって増える中，ダイアジノンに代わり














8．　お わ り に
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Summary：Glutathione S-transferase (GST) is a conjugating enzyme which is widely present in organ-        
isms along with the cytochrome P450 which is oxidizing enzyme.  This is playing an important role in 
biosynthesis or drug metabolism and degradation.  In alpha, mu, and pi class GSTs, tyrosine draws out 
the proton of glutathione (GSH) and forms GSH conjugates.  On the other hand, in theta, delta and epsilon 
class GSTs in insect, serine draws out the proton from GSH conjointly with carbonyl group of the nearby 
peptide bond, and forms GSH conjugates.  It seems that GST of plant or E. coli is activating GSH by the 
system of the same serine as insect.  In this paper, the catalytic mechanism and function of GST are ex-        
plained from the viewpoint of conformation of the essential amino acid residue by computational 
chemistry, and a foothold for the breakaway from vicious circle of drug development and resistance dis-        
covery is proposed.
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